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(54) Beschichtung mit quervernetzten hydrophilen Polymeren 

(57) Gegenstanci der Erfindung sind ein Verfahren 
zl r permanenten Beschichtung der inneren Oberflache 
von Saulen, Kapillaren und MikroKanalsystemen mit 
hydroxyiischen Polymeren, wie z.B. Polyvinyialkohol, 
sowie aie so hergestellten Saulen, Kapillaren und 
Mikrckanalsysteme und deren Anwendung in der Kapil- 
larelektrophorese und fur andere Techniken unter Ver- 
wendung mikrofluidischer Systeme. 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
zur permanenten Beschichtung der inneren Oberflache 
von Saulen, Kapillaren und Mikrokanalsystemen mit 
hydroxylischen Polymeren. Die Innenbeschichtung 
erfolgt durch Behandlung der zu belegenden Oberfla- 
che mit der Losung eines quervernetzenden Reagenz 
und der Losung des Polymeren, was zu einer Imrnobili- 
sierung des Polymers an der Kapillaroberflache fuhrt. 
Das beschriebene Verfahren ist besonders geeignet zur 
Beschichtung von fused-silica (FS) Kapillaren und 
Systemen mit mikrofluidischen Strukturen fur die Kapil- 
larelektrophorese mit einem stark hydrophilen Polymer 
wie Polyvinylalkohol. Weiterer Gegenstand der Erfin- 
dung sind die so hergestellten Saulen und Kapillaren, 
sowie deren Anwendung in der Kapillarelektrophorese 
und verwandten Techniken. 

Hintergrund 

[0002] Mit Methoden der Kapillarelektrophorese 
(CE) konnen Trennungen von Gemischen unterschiedli- 
cher Verbindungen durch differentielle Migration der 
Analyten in einem elektrischen Feld erhalten werden. 
Die Trennungen werden in der Regel in Kapillaren aus 
fused-silica, dies ist hochreines Quarzglas, die mit 
einem zumeist waBrigen Elektrolyten gefullt sind ; 
durchgefuhrt. Die inneren Oberflachen deraitiger Kapil- 
laren haben folgende Eigenschaften in ihrer Anwen- 
dung in der Kapillarelektrophorese: 

• Aufgrund der aziden Silanolgruppen des FS-mate- 
rials ist ein vom pH-Wert des Elektrolyten abhangi- 
ger elektroosmotischer FlufB (EOF) in Richtung zur 
Kathode wirksam. Der Betrag des EOF kann in 
unbelegten FS-Kapillaren jedoch stark schwanken 
und verschlechtert dadurch maf3geblich die Prazi- 
sion und Reproduzierbarkeit von Analysen in der 
Kapillarelektrophorese. 

Die FS-Oberflachen verhalten sich sehr adsorptiv 
gegenuber vielen Verbindungen. Insbesondere 
basische Verbindungen und groBe Biopolymere : 
wie Proteine werden aus waBrigen Losungen stark 
adsorbiert. Dies verschlechtert die Qualitat und 
Auflosung einer kapillarelektrophoretische Tren- 
nung solcher Verbindungen erheblich bzw. kann 
diese sogar unmoglich werden lassen. 

[0003] Die Eigenschaften solcher Kapillaren kon- 
nen gezielt verandert werden, wenn die Kapillaroberfla- 
che mit einer geeigneten Beschichtung versehen wird. 
Beschichtete FS-Kapillaren werden in der Kapillarelek- 
trophorese aus folgenden Grunden eingesetzt: 

• Zur Manipulation des elektroosmotischer Flusses: 
Durch Beschichtung der Oberflache kann sowohl 
der Betrag, als auch die Richtung des EOF veran- 
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dert werden. Dadurch kann eine CE-Trennung 
bezuglich Auflosung und Analysenzeit optimiert 
werden. Die Konstanz des EOF ist in beschichteten 
Kapillaren zumeist groBer als in unbehandelten FS- 
Kapillaren mit der Folge verbesserter Reproduzier- 
barkeit und Wiederholbarkeit von CE-Analysen. 
Zur Unterdruckung der Wechselwirkungen zwi- 
schen Analyt und Wand werden Beschichtungen 
eingesetzt, die gegenuber den zu untersuchenden 
Verbindungen eine geringe Adsorptivitat aufwei- 
sen. Dadurch werden hohere Trenneffizienzen 
adsorptiver Verbindungen, wie z.B. Proteine, und 
damit eine bessere Auflosung in kapillarelektropho- 
retischen Trennungen erreicht. 



[0004] Eine geeignete innere Beschichtung von 
Kapillaren fur die CE sollte folgende Eigenschaften 
besitzen: i) einen konstanten EOF uber einen weiten 
pH-Bereich, ii) Langzeitstabilitat gegenuber unter- 
20 schiedlichen Elektrolyten, iii) die Adsorptivitat der 
Beschichtung gegenuber einer Vielfalt von Analyten 
sollte mbglichst gering sein. 

[0005] FS-Kapillaren lassen sich sehr leicht mit kat- 
ionischen Polymeren wie Polybren® oder Polyvinylamin 

25 [M. Chiari, L. Ceriotti, G. CrinL und M. Morcellet; J. 
Chromatogr. A 836 (1999) 81] belegen, da diese stark 
an den entgegengesetzt geladenen FS-Oberflachen 
adsorbiert werden. Diese Kapillaren sind, wegen des 
umgekehrten, anodischen EOF besonders zur 

30 beschleunigten Analyse sehr mobiler Anionen geeignet. 
[0006] Die Verwendung von hydrophilen nicht-ioni- 
schen Kapillarinnenbeschichtungen wie Polyacrylamid- 
oder Polyethylenglykol-Coatings hat sich in der Kapillar- 
elektrophorese als besonders geeignet erwiesen, da 

35 diese Beschichtungen sowohl den EOF deutlich redu- 
zieren, als auch die Adsorption von basischen Verbin- 
dungen und insbesondere von Proteinen an der 
Kapillarwand unterdrucken. Es wurden verschiedene 
Verfahren entwickelt, um hydrophile Molekule, zumeist 

40 nach vorhergehender Silanisterung, chemisch an die 
FS-Kapillaroberflache zu binden ( S. Hjerten; J. Chro- 
matogr. 347 (1985) 191; G.M. Bruin, J.P. Chang; R.H. 
Kuhlmann, K. Zegers, J C. Kraak und H Poppe; J. 
Chromatogr. 471 (1989) 429; K.A. Cobb, V. Dolnik und 

45 M. Novotny; Anal. Chem. 62 (1990) 2478; A. Malik, Z. 
Zhao und M.L. Lee; J Microcol. Sep. 5, (1993) 119). 
[0007] Unter alien in der Literatur beschriebenen 
Kapillarbeschichtungen haben sich diejenigen auf Poly- 
vinylalkohol (PVA) -Basis, welches als das hydrophilste 

so Polymer anzusehen ist, als besonders leistungsfahig 
erwiesen. In Kapillaren. die mit PVA beschichtetet wur- 
den, konnten insbesondere fur Proteine auBerordent- 
lich hohe Trenneffizienzen erzielt werden. Zudem ist der 
Elektroosmotische FluB uber einen weiten pH-Bereich 

55 unterdriickt und sehr stabil (M. Gilges, H. KleemiB und 
G. Schomburg; Anal. Chem. 66 (1994) 2038). 
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Stand der Technik 

[0008] Die Herstellung von mit Po yvinylalkohcl 
beschichteten Kaoillaren ist mit herkomml chen Verfah- 
ren relativ scnwierig durchzufuhren. Dies ist in den 
besonderen Eigenschaften des Polyvinylalkonols 
begrundet: i) Polyvinylalkonoi ist nur in Wasser los'ich, 
dahe r sind Klassische cnemische Reaktionen in organi- 
schen Losungsmitteln zur Ftxierung des Polymers an 
die Kapillaroberflache, wie z.B. durch Silanisierung, 
nicht moglich. ii) WaBrige Ldsungen von Polyvinylalko- 
hol benetzen wegen ihrer starken Hydrophilie die f used- 
silica Kapillaren nur schlecht; daher ist es schwierig, 
allein durch Adsorption, homogene Filme von Polyvinyl- 
alkonoi auf den Kapillaroberflachen zu erzeugen. Bis- 
her sind folgende Verfahren oeschrieben worden, um 
PVA oeschichtete Kapillaren zu erzeugen: 

1) Gilges und Schomburg (M. Gilges, H. KleemiR 
und G. Schomburg; Anal. Chem. 66 (1994) 2038; 
DE 42 30 403 A1 ) haben durch Aasorption von 
Polyvinylalkohol aus einer waBrigen Losung an die 
fused-silica Oberflache einen PVA-Film auf die 
Kapillarwand aufgebracht. Dazu wurde eine mit der 
PVA-Losung gefullte Kapillare sehr langsam im 
St ickstoff strom mittels Uberdruck entleert. Nur 
aurch vorsichtige und sehr langsame Entleerung 
konnte trotz der schlechten Benetzung der Oberfla- 
che mit der Polymerlosung ein homogener Poly- 
merflim auf der Oberflache erzeugt werden. In der 
Originalpublikation (Anal. Chem. 66 (1994) 2038) 
wurde zur kontrollierten Entleerung eine Drosselka- 
pillare an diezu belegenae Kapillare angekoppelt. 

Die Immobilisierung des zunachst wasserlosli- 
chen Polymerfilms wurde dann durch Erhitzen im 
Gasstrom realisiert. Dadurch wird Polyvinylalkonoi 
in einen pseudokristallinen Zustand uberfuhrt und 
aamit wasserunldslich. 

Mit diesem Verfahren konnten ohne aufwen- 
aige mehrstufige chemische Reaktionen stabile 
Polyvinylalkohol-Beschichtungen auf die Kapillaren 
aufgebracht werden. Da bei diesem Verfahren der 
Polymerfilm aber aus einer Polymerlosung aufge- 
bracht wird, welche die FS-Wand nur sehr schlecht 
benetzt, ist dieser Teil des Verfahrens sehr fehler- 
anfallig. 

2) Shieh (US 5,605,613) konnte PVA-beschichtete 
Kapillaren in einem mehrstufigen ProzeB herstel- 
len. Dazu wurde zunachst eine hydrophobe Zwi- 
schenschicht uber Si-O-Si-Bindungen an die FS- 
Oberflache gebunden Als oevorzugtes Reagenz 
wurde Poybutadienvttriethoxysilan genannt. 
Danach wird das Monomer V nylacetat uber die 
Vinylfunktion m:tte:s rad kaliscner Polymerisation 
an aiese Sen cht gebunden. Ansch ieBend wird das 
kovatent an d e Zwischensch cht gebundene Po yvi- 
rylacetat hydrolysiert und damitzu Po yvinylalkohcl 



umgesetzt. 

Die von Shieh beschriebene Prozedur basiert 
auf einer largwierigen meh-stufigen Reakt on. Der 
erste Schritt basiert auf einer Silanolderivat sierurg 
5 und ist daher stark aohangig von der Silanolgrup- 

oenkonzentration an der FS-Ooerflache und damit 
von jeweiligen HerstellungsprozeB der Kapillare 
und/oder von der gewahlten Vorbehandlung der 
Kapillare. 

w 

3) Das von Karger beschriebene Verfahren (US 
5,840388) ist dem von Shieh Deschriebenen sehr 
ahnlich. Auch hier wird zunachst in organischen 
Solventien mittels Silanisierungsreaktion eine mit 

15 dem Monomer Vinylacetat reagierende Zwischen- 

schicht uber Si-O-Si -Bindungen aufgebracht, vor- 
zugsweise mit Vinyltrimethoxysilan. Wie bei Shieh 
wird dann, in einer radikalischen Copolymensati- 
onsreaktion der Zwischenschicht mit Vinylacetat, 

20 kovalent gebundenes Polyvinylacetat erzeugt. 

Nach Hydrolyse wird dann analog zu Shieh kova- 
lent zur Quarzoberflache gebundenes Polyvinylal- 
konoi erhalten. 

25 Gegenstand der Erfindung 

[0009] Zielsetzung der Erfindung war ein schnelles 
und zuverlassiges Verfahren zur Belegung von Kapilla- 
ren mit hydroxylischen Polymeren, vorzugsweise mit 
30 Polyvinylalkohol, und deren Anwendung in elektromi- 
grativen Trennverfahren. 

[0010] Diese Zielsetzung einer permanenten Poly- 
merbeschichtung einer Kapillare. vorzugsweise mit 
Polyvinylalkohol, wird erreicht, indem das geldste Poly- 
ps mer wahrend des Belegungsvorganges chemisch ver- 
netzt und an der Kapillarwand immobilisiert wird. Dazu 
wird ein geldstes bi- Oder multifunktionelles Reagenz, 
vorzugsweise ein Dialdehyd, wie z B. Glutaraldehyd, in 
die Kapillare uberfuhrt Danach wird ein Pfropfen der 
40 Polymerlosung, vorzugsweise eine Polyhydroxiverbin- 
dung, wie z.B. Polyvinylalkohol, z. B. mit Hilfe eines 
unter Uberdruck stehenden Gases, wie Stickstoff Oder 
andere laborubliche Gase, z. B. Helium, Argon, Was- 
serstoff, oder mit Hilfe eines Quecksilberpfropfes aurch 
45 die Kapillare gedruckt Die zwischen der Polymerlosung 
und dem Vernetzer eintretende Reaktion ermoglicnt 
eine gute Benetzung der Kapillarwand mit der Polymer- 
losung und immobilisiert gleichzeitig die entstehenae 
Polymerschicht auf der Kapillarwand. Die so erzeugten 
50 sehr stabilen Poiymerbeschichtungen sind sofort nach 
Trocknung durch weiteres Spulen mit Gas einsatzfah g 
und zeigen folgende E genschafter in der KapiilareleK- 
trophorese: unterdruckter EOF sowohl im sau^en und 
als auch im alkalischer pH-Bereich, sehr hohe Trennef- 
55 fizienzen fur adsorptive Aralyter wie basische Proteine, 
Langzeitstabilitat bei Verwendung waBriger und nicnt 
w r af3riger Elektrolyte. Bestandigkeit gegenuber stark 
sauren und alkalischen SpCHbsungen. wie verdCnnte 
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HCL- Oder NaOH-Losungen. 
[0011] Mit diesem Verfahren ist es mogiich sehr 
schnell und mit groBer Zuverlassigkeit PVA beschich- 
tete Kapillaren hoher Qualitat herzustellen. Der 
Beschichtungsvorgang dauert wenige Minuten, das 5 
Trocknen der Kapillaren erfolgt im Stickstoffstrom uber 
mehrere Stunden. Die Trocknungszeit kann durch Erho- 
hung der Temperatur signifikant verkurzt werden, so 
da!3 die Kapillaren in weniger als einer Stunde verfug- 
bar sein konnen. w 
[0012] Kapillaren, die entsprechend unserem Ver- 
fahren mit PVA und Glutarafdehyd als Vernetzer belegt 
werden, sind im Vergleich zum analogen Verfahren 
ohne Vernetzer (mit ausschlieBlich thermischer Immobi- 
lisierung), wesentlich zuverlassiger herzustellen. In 15 
Abb 1 sind die in CE-Trennungen erreichbaren Trennef- 
fizienzen basischer Proteine fur verschiedene nachein- 
ander hergestellte Kapillaren dargesteltt. Wird 
Glutaraldehyd als Vernetzer eingesetzt, so konnen in 
uber 80 % der hergestellten Kapillaren sehr hohe Tren- 20 
neffizienzen (N> 400.000) fur das stark basische Pro- 
tein Cytochrom C erhalten werden. 
Wird die Beschichtung jedoch ohne den Vernetzer 
durchgefuhrt, werden nur in 20 % der hergestellten 
Kapillaren Tren neffizienzen N groBer 400.000 erhalten. 25 
Bei 30% Prozent der so hergestellten Kapillaren (Nr. 1, 
5, 12. 15) kann fur das stark adsorptive Protein kein 
Signal erhalten werden. es wurde wie an unbelegten 
Kapillaren irreversibel adsorbiert. 

[0013] Mit unserem Verfahren lassen sich neben 30 
klassischen Kapillaren auch Oberflachen von Systemen 
mit mikrofluidischen Strukturen, wie z.B. von Mikroka- 
nalen eines Kapillarelektrophorese Chips (CE-Chips) 
beschichten. Damit wird es mogiich den elektroosmoti- 
schen Fluf3 in CE-Chips zu unterdrucken, sowie die 35 
Adsorption von Analyten wie z.B. Proteinen zu unterbin- 
den. Durch gezielte Beschichtung einzelner Mikroka- 
nale eines komplexeren Systems, wahrend andere 
unbeschichtet bleiben, lassen sich elektroosmotisch 
induzierte Flussigkeitsstromungen in Netzwerken von 40 
Mikrokanalen gezielt manipulieren. So gelingt es fur 
CE-Chips mit gekreuzten Mikrokanalen, nur den fur die 
Trennung relevanten Hauptkanal zu beschichten und so 
die Analyse adsorptiver Proteine zu ermc-glichen, wah- 
rend der Injektionskanal unbeschichtet bleibt und eine 45 
elektroosmotische Injektion in Richtung zur Kathode 
ermoglicht. 

Unser Verfahren zur Herstellung polymerbeschichteter 
Kapillaren zeichnet sich durch folgende Eigenschaften 
aus: 50 
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turierte Kanale, wie z. B. klassische runde Kapilla- 
ren, (recht)-eckige Kanale/Kapillaren und 
Mikrokanale in mikrofluidischen Systemen (wie z.B. 
in CE-Chips) anwendbar. 
Das Verfahren ist emfach durchzufuhren. 
Das Verfahren ist sehr schnell. 
Die erhaltenen Kapillaren lassen sich wiederholbar 
mit sehr hoher Qualitat herstellen (geringer Aus- 
schuB). 

[0014] Die nach diesem Verfahren hergestellten 
beschichteten Kapillaren haben folgende Eigenschaf- 
ten: 

Sie sind wiederholt fur Trennungen einsetzbar. 

Sie erlauben CE-Trennungen stark adsorptiver Ver- 

bindungen wie Proteine sowohl in sauren, als auch 

neutralen und alkalischen Elektrolyten. 

Der Elektroosmotische FluB ist uber einen weiten 

pH-Bereich, mindestens von pH 2 bis pH 10, stark 

reduziert und von hoher Konstanz. 

Die chemisch immobilisierten PVA-Beschichtungen 

erweisen sich als stabil unterden Bedingungen der 

CE. 

Die Kapillaren sind insbesondere fur folgende 
Anwendungen geeignet: CE-Trennungen basischer 
und azider Verbindungen, Kapillargelelektropho- 
rese, isoelektrische Fokussierung, CE-Trennungen 
mit sehr geringen lonenstarken des Elektrolyten 
und CE-Trennungen mit organischen Losungsmit- 
teln als Elektrolyte, wie zur Kopplung von Kapillar- 
elektrophorese mit der Massenspektrometrie. 
Die erfindungsgemaB hergestellten Kapillaren und 
mikrofluidischen Systeme konnen u. a. zur Dosie- 
rung von zu analysierenden Proben z. B. in der 
Massenspektrometrie und fur mikrosynthetische 
Verfahren in der Chemie eingesetzt werden. 

Beispiel 1 : 

Belegung einer Kapillare mit PVA mit thermischer Nach- 
behandlung 

[0015] Urn eine fur die Kapillarelektrophorese 
geeignete Trennsaule herzustellen, wurde fur die nach- 
folgende Beschichtung eine handelsubliche „fused- 
silica,, Kapillare von 50 \irr\ Innendurchmesser und 75 
cm Lange (Hersteller: Poly-Micro, Phoenix, Arizona, 
USA) mit einer Beschichtungsapparatur verbunden. 
AnschlieBend wurde eine Glutaraldehydlosung (200 j^L 
einer 50%igen waBrigen Losung mit 300 jul einer 1:10 
verdunnten konz. HCI gemischt) mit 0,5 MPa Stickstoff 
fur 5 Sekunden in die Saule gedruckt. Unmittelbar 
danach wurde eine PVA-L6sung (450iuL einer 5%igen 
waBrigen PVA-L6sung mit 50 \x\ einer 1 :1 mit H 2 0 ver- 
dunnten HCI gemischt). (PVA: MW ca. 90 000, 99+% 
hydrolysiert, Aldrich) mit 0,5 MPa fur 10 Sekunden in 
die Saule gedruckt. Beide FlCissigkeitspfropfen wurden 



Da das Verfahren auf chemischer Vernetzung des 
Polymers beruht, eine chemische Bindung des 
Polymers an die Kapillarwand nicht erforderlich ist. 
kann es auf unterschiedlichste Kapillarmaterialien 55 
angewandt werden, wie z. B. Glas, „fused silica", 
unterschiedliche Kunststoffe, wie Teflon, PEEK. 
Polyacrylate, und ist auch fur unterschiedlich struk- 
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arschlieBend mit 0,5 M D a weiter duxh die Saule trans- 
portiert. Nach 1-2 Minuten hatten sie die Saule verlas- 
sen und die entstandene Sch'cht wurde fur 10 Minuten 
irr Stickstcftstron vorgetrocknet. Danacn wurde zur 
beschleumgten Trocknung die Kapillare in einen heizba- 
ren Ofen (Gaschromatog-aphen) eingebaut und mit 
dem Injektor verbunden. Wanrend man die Saule im 
Stickstoffstrorr (0.15 - 0,20 MPa) spulte, wurde der 
Ofen von 40^C bis 1 60 C mit 6~C''min. aufgeheiz:. Nach 
Abkuhlen und Ausbau der Saule war sie fur den 
Gebrauch tertig. Vor aer Verwendung in einem CE- 
Gera: wurde an der entsprechenden Stelle durch 
Abscnaben der auBeren Polyimiaschicht ein UV- durch- 
lassiges Fenster in der Kapillare erzeugt una diese 
durch Kurzen der Saule vorne und rvnten urn ^eweils ca. 
1 0 cm auf die gewunschte Lange gebracht. 
[0016] In einer nach dem oben beschriebenen Ver 
fahren hergesteilten Kapillare der effektiven Lange: 
40,5 cm der Gesamtlange 54 cm und einem Innen- 
durchmesser von 50 u.m wurde eine Mischung folgen- 
der Proteine mehrfach analysiert: Cytochrom C, 
Lysozym Trypsinogen und a -Chymotripsinogen. Die 
Trennung erfolgte in einem waBrigen Phosphatpuffer 
der Konzentration 40 mMol L 1 bei pH 3 und einer Span- 
nung von 20 kV. In Abb. 2 sind die erste und die 91 -te 
erhaltene Trennung ubereinander geplottet. Es ist zu 
erkennen, daB mit diesen Kapillaren sehr gute, reprodu- 
zierbare Trennungen erhalten werden. 

Beispiel 2: 

PVA-Kapillaren ohne thermische Nachbehandlung 

[0017] Zwei Kapillaren wurden analog zu Beispiel 1 
mit PVA belegt, jedoch ohne nachfolgende thermische 
Behandlung. Es wurden 2 frisch gecoatete Kapillaren 
unterschiedlich lang im Stickstoffstrom getrocknet und 
die erhaltenen Kapillaren dann fur den Einsatz in der 
Kapiliarelektroohorese analog zj Beispiel 1 getestet. 
Die Testmischung bestand aus basischen Proteinen: (1 ) 
Cytochrom C, (2) Lysozym, (3) Trypsin, (4) Trypsinogen 
und (5) a - Chymotripsinogen. Die erhaltenen Elektro- 
pherogramme und der Vergleich mit einer Trennung. die 
in einer unbelegten Kapillare erhalten wird ist in Abb. 3 
dargestellt. In einer unbelegten Kapillare konnen wegen 
der starker Adsorption der Proteine keine effizienten 
Trennungen erhalten werden. das stark adsorptive Pro- 
tein Cytochrom C wird sogar volistand^ adsobiert und 
eluiert richt aus de" Saule, siehe Abo. 3A Mit einer 
nach urse r em Verfahren he-gestellten PVA-Kapillare 
werden hocheffiziente Signale aller Testverbindungen 
erhalten. Wird die Trocknung der PVA-Beschichtung im 
Gasstrom aurchgefuhrt. so werden nach aerr Trocknen 
der Eeschichtung uber 5 Sturden stab le jnd sehr effi- 
ziente Saulen erhalten. Wird nurfur 10 Miruten im Gas- 
strom getrocknet. so sind die "renneffizienzen N (in 
theoretischen Bodenzahlen) fur stark adsorptive Verbin- 
dungen wie Cytochrom C geringer. 



Beispiel 3: 

Kapillarelektrophoretische Trennung basischer Dendri- 
mere 

5 

[0018] Mit einer Analog zu Beispiel 1 hergesteilten 
Kapillare wurden basische Dendrimere analysiert. 
Diese Verbindungen sind sehr adsorptiv gegenuber 
fused-silica. Mit einer unbelegten Kapillare kann wegen 

w der Peakverbreiterung der aasorbierten Analyten daher 
nur eine schlechte CE-Trennung erhalten werden, siehe 
Abb. 4A. Wird die Pennung mit gleichen experimentel- 
len Parametern aber mit einer PVA oeschichteten Kapil- 
lare durchgefuhr: wird die Adsorption der Verbindungen 

15 an aer Kaoillarwand wirksam unterdruckt und es wer- 
den sehr scharfe Signale erhalten. Dies ist in Abb. 4B 
gezeigt 

[0019] PVA-Kapillaren konnen auch mit Elektroly- 
ten cetrieben werden, die sehr hohe Anteile organi- 
20 scher Losungsmittel enthalten, dies ist insbesondere 
zur Kopplung der CE mit einem Massenspektrometer 
(MS) notwendig. Die CE Trennung von Dendrimeren in 
einem zum MS kompatiblen Elektrolyten ist in Abb. 4C 
dargestellt. 

25 

Experimentelle Bedingungen: 

[0020] Analytkonzentration: 1mg/ml, Spannung: 15 
kV, Detektion: UV 200 nm, Elektrolyte: A,B: 40 mML 1 
30 Na- Phosphat, C: 45% Methanol, 10 % Wasser, 45% 
Acetonitril, 20 mMol L ' Ammoniumacetat. 

Beispiel 4: 

35 Unterdruckung des EOF ube r einen weiten pH-Bereicn 

[0021] Mit einer analog zu Beispiel 1 hergesteilten 
Kapillare wurde die Abhangigkeit des elektrcosmoii- 
schen Flusses vom pH-Wert eines waBrigen Elektroly- 

40 ten bestimmt. Dazu wurden Na-Phosphatpuffer auf d e 
entsprechenden pH-Werte titriert; der elektroosmoti- 
sche FluB wurde aus der Migrationszeit des neutralen 
Markers DMSO bestimmt. Die fur eine PVA-Kapillare 
erhaltenen Ergebnisse sind in Abb. 5 mit den entspre- 

45 cnenden Ergebnissen fur eine unbelegte Kapillare ver- 
glichen. In einer nach unserem Verfahren mit PVA 
belegten Kapillare ist der EOF uber einen weiten pH- 
Bereich unterdruckt und ist. im Gegensatz zu unbeleg- 
ten Kapillaren. nahezu unabhangig vom pH-Wert 

50 

Beispiel 5: 

Belegung der Mi<ro<arale eines CE-Chips 

55 [0022] Ein CE-Chip aus Borofloatglas m't mikroflui- 
discher Kanalen (20 (.im Tiefe. 50 um Breite, Lange des 
Injektionskanals 8 mm. Lange des Hauptkanals 85 mm) 
der Firma Micralyne (Edmortor, Kanada), wurae 
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gemaB unseres Verfahrens mit PVA belegt. Dazu wurde 
der Chip in einer Haiterung mit Dichtungen plaziert und 
alle 4 Offnungen mit jeweils einer Belegungsapparatur 
uber Kapillaren gasdicht verbunden. Dies ist schema- 
tised! in Abbildung 6 gezeigt. Mit Hilfe der Belegungsap- 5 
paraturen konnen Flussigkeiten und Gase durch die 
mikrofluidischen Strukturen des Chips mittels Druck 
bewegt werden. 

[0023] Zur Belegung aller Kanale im Chip wurden 
zunachst die Kanale im Chip vollstandig, mit Wasser w 
gefullt. Danach wurde erne Glutaraldehydlosung (200 
juL einer 50%igen waBrigen Losung mit 300 jllI einer 
1 :10 verdunnten konz. HCi gemischt) mit 0,5 MPa Stick- 
stoff uber eine fused silica Kapillare (Innendurchmesser 
50 Jim, Lange 30 cm), in die Offnung 1 des Mikrochips is 
gedruckt, wahrend die Kapillaren an Offnung 2, 3 und 4 
drucklos waren (siehe Abbildung 6). Unmittelbar 
danach wurde eine PVA-L6sung (450u.L einer 3%igen 
waBrigen PVA-L6sung mit 50 u.l einer 1:1 mit H 2 0 ver- 
dunnten HCI gemischt), (PVA: MW ca. 90 000, 99+% 20 
hydrolysiert Aldrich) mit 0,5 MPa fur 10 Sekunden mit- 
tels der Kapillare in Offnung 1 des Chips gedruckt. 
Beide Flussigkeitspfropfen wurden anschlieBend mit 
0,5 MPa weiter durch die Kanale des Chips transpor- 
tiert. Nach 1-2 Minuten hatten sie die mikrofluiden 25 
Kanale des Chips uber die Offnungen 2. 3 und 4 verlas- 
sen. Danach wurden die Offnungen 2, 3 und 4 mit 0,5 
MPa Stickstoffdruck beaufschlagt wahrend an Offnung 
1 entspannt wurde urn die Kanale mit Gas zu spulen. 
Die entstandene Schicht an den Oberflachen der 30 
Kanale wurde so fur 15 Minuten im Stickstoffstrom vor- 
getrocknet. Danach wurde zur beschleunigten Trock- 
nung der Chip zusammen mit der Haiterung und den 
Kapillaren in einen heizbaren Ofen (Gaschromatogra- 
phen) eingebaut und die Kapillare an Offnung 1 mit dem 35 
Injektor verbunden. Wahrend man die Kanale im Stick- 
stoffstrom (0,15 - 0,20 MPa) spulte, wurde der Ofen von 
40°C bis 80°C mit 6°C/min. aufgeheizt. Nach Abkuhlen 
und Ausbau des Chips war er fur den Gebrauch fertig. 
CE-Chips mit so beschichteten Mikrokanalen zeichne- 40 
ten sich durch einen unterdruckten elektroosmotisehen 
FluB in beiden der gekreuzten Kanale aus. 

Beispiel 6: 

45 

Belegung ausgewahlter Mikrokanale eines CE-Chips 

[0024] Nach unserem Verfahren in Kombination mit 
dem in Beispiel 5 beschriebenen experimentellen Auf- 
bau lassen sich auch einzelne ausgewahlte Kanale von 50 
Systemen mit mikrofluidischen Strukturen beschichten. 
So gelingt es bei einem CE-chip mit zwei gekreuzten 
Kanalen nur einen mit PVA zu belegen, wahrend der 
andere unbeschichtet bleibt und daher nur dort ein star- 
ker EOF prasent ist. 55 
Zur alleinigen Belegung des Hauptkanals (Kanal zwi- 
schen Offnung 1 und 3, siehe Abb. 6) in dem die elek- 
trophoretische Trennung stattfindet, wahrend der 



kurzere Kanal fur die Probenaufgabe unbelegt bleibt 
(Kanal zwischen Offnung 2 und 4, siehe Abb. 6), wurde 
der Chip analog zu Beispiel 5 mit 4 Belegungsapparatu- 
ren verbunden und die Kanale wurden vollstandig mit 
Wasser gefullt. Danach wurde eine Glutaraldehydlo- 
sung (200 uL einer 50%igen waBrigen Losung mit 300 
M-J einer 1:10 verdunnten konz. HCI gemischt) mit 0,5 
MPa Stickstoff uber eine fused silica Kapillare (Innen- 
durchmesser 50 jim, Lange 30 cm), in die Offnung 1 
des Mikrochips gedruckt, wahrend uber die Kapillaren 
an Offnung 2 und 4 Wasser mit einem Druck von 0,1 
MPa zugefuhrt wurde, (siehe Abbildung 6). Nachdem 
die Glutaraldehydlosung an der Kapillare an Offnung 3 
austrat, wurde eine PVA-L6sung analog zu Beispiel 5, 
mit 0,5 MPa fur 10 Sekunden uber die Kapillare in Off- 
nung 1 des Chips gedruckt, wahrend uber Offnung 2 
und 4 wiederum mit Wasser gespult wurde. Der PVA- 
Flussigkeitspfropfen wurde anschlieBend mit 0,5 MPa 
im Stickstoffstrom weiter durch den Hauptkanal des 
Chips transportiert. Nach 1-2 Minuten hatte er den 
Hauptkanal des Chips uber die Kapillare an Offnung 3 
verlassen. Danach wurden die Offnungen 2, 3, 4 mit 0,5 
MPa Stickstoffdruck beaufschlagt wahrend an Offnung 
1 entspannt wurde urn die Kanale mit Gas zu spulen. 
Die entstandene Schicht an den Oberflachen wurden 
danach wie in Beispiel 5 getrocknet. 
[0025] CE-Chips mit einem so beschichteten 
Hauptkanal zeichneten sich dort durch einen unter- 
druckten elektroosmotisehen FluB aus, wahrend ein 
starker kathodischer FluB im Probenaufgabekanal vor- 
handen war. 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Belegung der inneren Oberflache von 
Kapillaren Oder Rohren mit einer hydrophilen Poly- 
merschicht, dadurch gekennzeichnet, daB ein gelo- 
stes hydroxylisches Polymer durch chemische 
Vernetzung mit einem quervernetzenden Reagenz 
an der Kapiliarwand immobilisiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die eine Kapil- 
lare teilweise Oder vollstandig fullende Losung des 
quervernetzenden Reagenzes mit einem Pfropfen 
des gelosten Polymers aus der Kapillare verdrangt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei Reagenzlosung 
und Polymerlosung mittels Uberdruck durch ein 
inertes Gas aus der Kapillare verdrangt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1-3, wobei die entstan- 
dene hydrophile Polymerschicht im Gasstrom 
getrocknet wird 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die Kapillare 
zum beschleunigten Trocknen im Gasstrom erhitzt 
wird. 
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6. Verfahren nach Anspruch 3-5, wobei als Gas S:ick- 
stoff, Helijm, Argcn oder Wasserstoff eingesetzt 
wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 -6 wobei als quervernet- 5 
zendes Reagerz eine Verbindung mit eh oder 
merreren Carbony gruppen in Form von Ketonen 
cder Aldehyden eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wcbei als quervernet- w 
zendes Reagenz ein Dialdehyd eingesetzt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei als Dialdehyd 
Glutaraldehyd eingesetzt wird. 

75 

10. Verfahren nach Anspruchen 1 9, wobei als Polymer 
cine Polyhydroxyverbindung eingesetzt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei als Polyhydro- 
xyverbindung Polyvinyialkohol eingesetzt wird. 20 

12. Verfahren nach Anspruchen 1-11, wooei die Kapil- 
laren oder Rohren Bestandteile mi<rofluidischer 
Strukturer sind. 

25 

13. Kapilla r en, deren innere Oberflachen nach einem 
Verfahren de r Anspruche 1-12 mit einer hydrophi- 
len Polymerschicht belegt sind. 

14. Kapilla r en nach Anspruch 13, die mit Polyvinylalko- jo 
hoi beschichtet sind. 

15. Systeme mit mi^rofluidischen Strukturen, dadurch 
gekenrzeichnet daB einzelne oder alle darin ent- 
haltenen Mikrokanale oder Kapillaren gemaB 35 
einem Verfahren nacn Anspruch 1-12 mit einer 
hydropnilen Polymerschicht belegt sind. 

16. Anwendung der Kapillaren oder Systeme gemaf3 
Anspruchen 13 bis 15 in elektromigrativen Trenn- 40 
verfahren und anderen Techniken unte- Verwen- 
aung mikrofluidischer Systeme. 

17. Anwendung der Kapillaren oder Systeme gemal3 
AnsDruchen 13-15 zur Dosierung flussiger Proben 45 
z.B. fur die cnemische Analyse oder *ur mikrosyn- 
tnetische Ver^ah-'en in der Chemie. 
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Abb. 3 Vergleich von CE-Trennungen basischer Proteine mit unterschiedlich iang 
getrockneten PVA-Kapillaren (B;C) und mit einer unbelegten Kaptllare (A) 
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